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ABSTRAKT 
 
Táto bakalárska práca sa zaoberá identifikáciou kvasiniek metódou PCR v potravinách.  
Zahrňuje základné informácie o kvasinkovej bunke. Stručne popisuje molekulárne metódy 
identifikácie kvasiniek. 
 Kvasinky sú rozhodujúcim činiteľom v mnohých dôležitých prírodných i priemyselných 
bioprocesoch ako aj v kazení potravín. Klasické metódy zahrňujú morfologické 
a biochemické testy, ktoré sú však časovo náročné. Rýchla detekcia a identifikácia kvasiniek 
je potrebná k stanoveniu ich priaznivých a škodlivých účinkov v produkcii a kazení potravín.  
  
 
 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ : kvasinky, identifikácia, molekulárne metódy, PCR. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
This bachelor´s thesis deals with identification of yeasts by PCR method in foods. It 
includes basic information about yeast´s cell. There are elaborated molecular methods of yeast 
identification. 
Yeasts are crucial agents in many important natural and industrial bioprocesses as well as 
in spoilage of foods. Classical methods include morphological and biochemical tests, which 
are time consuming. The rapid detection and identification of yeasts is necessary for 
assessment of their beneficial and harmful roles in the production and spoilage of foods. 
 
 
 
KEYWORDS : yeasts, identification, molecular methods, polymerace chain reaction. 
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1 ÚVOD 
Kvasinky sú bezpochyby jedným z najdôležitejších mikroorganizmov pre potravinový 
priemysel. Prispievajú v pozitívnom smere v spracovaní a zraní vína, piva, chleba, kefírových 
nápojov a pri fermentačných procesoch. To poukazuje na to, že mnoho potravinových 
produktov je dôležitým prostredím pre kvasinky. Metabolizujú a rozširujú sa lepšie než 
baktérie pri extrémnych environmentálnych podmienkach - v pomeroch pH, vodnej aktivity 
a nízkych teplôt a v dôsledku toho sú často zapojené do kazenia potravín. V súčasnosti, je 
kontrola potravín nevyhnutná pre potravinový priemysel. Rozsah produkcie potravín je 
enormný, čo zvyšuje nároky na kontrolu skazených výrobkov v potravinovom priemysle. Ich 
užitočná a škodlivá funkcia v produkcii a kazení širokého rozsahu potravín je dobre známa.  
Kvasinky boli klasifikované na základe morfologických, pohlavných, biochemických 
vlastností. Tradičná identifikácia kvasiniek je založená na morfologických a fyziologických 
testoch, je pracná a časovo náročná. Biochemické a molekulárne metódy nie sú ľahko 
aplikovateľné v rutinnej identifikácii. V dôsledku toho boli vyvinuté nové molekulárne 
metódy pre zjednodušenie identifikácie a prehodnotenie súčasnej taxonómie. Nedávny vývoj 
v molekulárnej biológii viedol k rozvoju nových techník identifikácie a charakterizácie 
kvasiniek metódou PCR. 
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2 LITERÁRNY PREHĽAD 
 
2.1 Kvasinky 
 
 Kvasinky sú dôležitou skupinou mikroorganizmov. Ich prítomnosť je nevyhnutná pri 
príprave fermentovaných potravín a alkoholických nápojov. 
Kvasinky sú heterotrofné eukaryotické mikroorganizmy, ktoré zaraďujeme medzi huby 
(Fungi). Názov dostali pre schopnosť väčšiny druhov skvasovať monosacharidy a niektoré 
disacharidy na etanol a oxid uhličitý. [1] Mikroorganizmy zahrňované medzi kvasinky 
charakterizujeme väčšinou ako jednobunkové organizmy, ktoré sa rozmnožujú prevážne 
pučaním. Ich význam tkvie v tom, že ide o mikroorganizmy, ktoré slúžia ľuďom pri rôznych 
kvasných výrobách. Saccharomyces cerevisiae patrí medzi najdôležitejšie modelové 
eukaryotické organizmy a konečne niektoré z kvasiniek môžu byť potencionálnymi ľudskými 
patogénmi. Niektoré kvasinky sa môžu tiež vyskytovať ako nežiadúce kontaminanty 
niektorých priemyselných výrob, hlavne kvasinky, ktoré veľmi dobre rastú v prostredí so 
zvýšeným obsahom cukrov a solí (zástupcovia rodu Zygosaccharomyces). [2]  
  
 
 
Obrázok č. 1: Vinárske kvasinky (Malaga) [3] 
 
 
2.1.1  Morfológia buniek 
 
Tvar buniek kvasiniek súvisí so spôsobom vegetatívneho rozmnožovania, ktorý sa deje 
buď pučaním alebo delením. Najčastejšie majú elipsovitý, vajcový až guľový tvar. Niektoré 
rody tvoria dlhé pretiahle bunky, vyskytuje sa však i tvar citrónovitý, trojuholníkovitý 
a valcový. Veľkosť buniek sa pohybuje v rozmedzí 3 – 15 µm, sú teda väčšie ako bunky 
baktérií.  
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Za základný tvar sa považuje rotačný elipsoid, pričom odchylky môžu ísť smerom 
k sférickému tvaru alebo naopak k podlhovastej až vláknitej forme bunky. Tvar buniek a ich 
veľkosť sú do určitej miery  ovplyvnené kultivačnými podmienkami a vekom buniek. [1,2]  
 
 
Obrázok č. 2:  Saccharomyces cerevisiae a Cryptococcus laurentii [3] 
 
 
2.1.2 Cytológia buniek 
 
Vegetatívna kvasinková bunka sa skladá zo silnej a pevnej bunkovej steny, jemnej 
cytoplazmatickej membrány, cytoplazmy, ktorá obsahuje radu membránových štruktúr a 
jadra, ktoré je od cytoplazmy oddelené dvojitou jadrovou membránou.[1]  
 
Obrázok č. 3:  Schéma prierezu bunkou kvasiniek : 1 – bunková stena, 2 – jazva zrodu,  
3 – cytoplazmatická membrána, 4 – jadro, 5 – jadrová membrána, 6 – vakuola,  
7 – endoplazmatické retikulum, 8 – mitochondrie, 9 – glykogén, 10 – volutín, 11 – lipidy,  
12 – Golgiho aparát [1] 
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2.1.2.1 Bunková stena 
 
Bunková stena kvasinkovej bunky je pevná štruktúra, ktorá tvorí približne 25% suchej 
váhy bunky. Bunková stena dáva bunke tvar a chráni ju pred mechanickými vplyvmi a pred 
osmotickým šokom. Veľkými pórmi steny môžu prechádzať všetky zlúčeniny okrem zlúčenín 
vysokomolárnych (napr. bielkovinových a polysacharidových). Základnými stavebnými 
jednotkami bunkovej steny kvasiniek sú polysacharidy (glukan, chitín, manán). Polysacharidy 
majú štruktúru vlákien, ktoré tvoria hustú pevnú sieť, ktorá je vyplnená bielkovinami. V stene 
kvasiniek je tiež prítomné  kolísavé množstvo lipidov, fosfolipidov a tiež fosforečňany. 
Fosfátové zbytky spolu so skupinami –COOH bielkovín dávajú bunkám kvasiniek negatívny 
náboj. Hlavnou zložkou stenových polysacharidov kvasiniek sú glukány, ktoré boli zistené v  
stenách všetkých doteraz analyzovaných druhov kvasiniek. Stavebnou zložkou glukánov je  
glukóza. Glukány sú komponentou, ktorá je zodpovedná za udržanie tvaru buniek. 
U niektorých druhov kvasiniek (napríklad Saccharomyces cerevisiae) sú v stene prítomné 
naviac manany, niektoré obsahujú v stene ešte malé množstvo glukosamínu a chitínu.  
Medzi stále a charakteristické štruktúry architektúry bunkovej steny kvasiniek patria 
jazvy, ktoré vznikajú pri oddelení dcérinej bunky od bunky materskej pri tvorbe pupeňa. 
Vzniknuté jazvy pretrvávajú po celý život bunky, a preto sa dá na základe toho stanoviť vek 
bunky a počet pupeňov, ktoré bunka vytvorila. [2] 
 
2.1.2.2 Cytoplazmatická membrána 
 
Cytoplazmatická membrána oddeľuje základnú cytoplazmu od vonkajšieho prostredia. Je 
pomerne tenká (7,5-8 nm), zložená z lipidov a proteínov. Vytvára početné vchlípeniny do 
cytoplazmy. Je volne priepustná iba pre malé molekuly bez náboja a tvorí preto osmotické 
rozhranie medzi bunkou a vonkajším prostredím.  
 
2.1.2.3 Cytoplazma 
 
Cytoplazma nazývaná i cytosol sa u mladých kvasiniek vo svetelnom mikroskope javí ako 
priehľadná homogénna hmota, u starších buniek sa objavujú zrniečka a jemná alebo 
väčšia vakuolizácia. Koloidný charakter je daný prítomnosťou bielkovín, glykogénu a ďalších 
rozpustených makromolekulárnych látok. Okrem membránových útvarov a ribozómov sa 
v cytoplazme kvasiniek nachádzajú zreteľné zrniečka rezervných látok, predovšetkým 
volutínu a glykogénu.[1,2]  
Ribozómy kvasiniek sú sférické útvary, ktoré pozostávajú z veľkej 60S a malej 40S 
ribonukleoproteínovej podjednotky. V cytoplazme kvasiniek môžu byť ribozómy voľné alebo 
viazané na membrány ER. Sú miestom biosyntézy proteínov. 
Endoplazmatické retikulum (ER) sa rozlišuje podľa štruktúry na drsné (granulózne) 
a hladké. Na vonkajšiu membránu drsného ER sú viazané ribozómy. ER je miestom syntézy 
proteínov, ktoré sú transportované do vnútorných priestorov, kde prechádzajú 
posttranslačnými úpravami. Hladké ER sa podieľa na produkcii steroidov.  
Golgiho aparát má tvar plochého mechúriku. Hlavnou funkciou tohto systému je úprava 
produktov syntetizovaných na ER.[2,4,5] 
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Vakuola patrí k najnápadnejším štruktúram cytoplazmy kvasiniek. Je to väčšinou guľovitý 
útvar obklopený jednoduchou membránou (tonoplastom), ktorá často vysiela úzke výbežky 
do cytoplazmy. Vo vnútri vakuol sú uložené hydrolytické enzýmy, ako proteináza, 
ribonukleása a esterása, takže vakuoly majú zrejme podobnú funkciu ako lysozómy u vyšších 
organizmov tj. sú miestom, v ktorom dochádza k rozpadu tých štruktúr, ktoré sa neustále 
v bunke rozkladajú a obnovujú a ktoré majú krátky poločas rozpadu. Okrem toho obsahujú 
vakuoly ešte polyfosfáty a veľkú zásobu draselných ionov, aminokyselín, purínov, tukov. Sú 
rezervoárom látok, ktoré sa práve neúčastnia metabolizmu. 
Mitochondrie sú tvorené dvoma systémami – vonkajším a vnútorným. Vonkajšia 
membrána má bradavičnatý povrch. Vnútorná vytvára hlboké vchlípeniny – kristy. 
Mitochondrie sú zložené hlavne z bielkovín, lipidov a fosfolipidov. Okrem toho obsahujú tiež 
RNA a malé množstvo DNA, ktorá je nositeľom mimojadrovej dedičnosti kvasiniek. 
Mitochondrie sú sídlom dýchacích enzýmov a systému oxidačnej fosforylácie. Okrem toho 
v mitochondriách prebieha syntéza niektorých mitochonriálnych bielkovín, takže sú tu 
prítomné tiež tRNA, mRNA a ribozómy.[1,2,4] 
 
2.1.2.4 Jadro 
 
Jadro u kvasiniek je okrúhlo-laločnatá organela v priemere 1,5 μm. Od cytoplazmy je 
oddelené membránou a je umiestnené približne v strede bunky. Karyoplazma je oddelená od 
cytoplazmy dvojvrstvovou membránou obsahujúcu póry v priemere    50 -100 nm, ktoré 
slúžia k transportu molekúl. Presná veľkosť a počet pórov jadrovej membrány v kvasinkovej 
bunke sa mení s podmienkami a fázou bunkového cyklu. V jadre sa dá opticky rozlíšiť 
jadierko. Má srpkovitý tvar, je umiestnené tesne pod jadrovou membránou, nemá vlastnú 
membránu. Sústreďuje sa v ňom asi 1/5 RNA obsiahnutej v jadre. Rozlíšenie chromozómov 
v jadre kvasiniek je i pomocou elektrónovej mikroskopie tenkých rezov buniek veľmi 
obtiažne. Počet chromozómov je preto odvodzovaný z výsledkov genetických štúdií. 
U najlepšie preštudovanej kvasinky, Saccharomyces cerevisiae, bolo až doteraz zistených 
16 chromozómov v haploidnom jadre. Diploidné jadro má dvojnásobný počet chromozómov, 
lebo každý chromozóm sa v ňom vyskytuje dvakrát. Dĺžka DNA jednotlivých chromozómov 
sa značne líši. Určitý úsek  DNA chromozómu hrá dôležitú úlohu pri delení chromozómov a 
ich segregácia v priebehu delenia jadra. Tento úsek sa nazýva centroméra. V koncových 
úsekoch chromozómu, tzv. telomérach sa vyskytujú priečne väzby medzi oboma reťazcami 
DNA. Kvasinkové chromozómy obsahujú podobne ako chromozómy ostatných eukaryot 
chromatín, ktorý sa tu skladá z nukleozomálnych histónov H2A, H2B, H3 a H4. 
Kvasinkový histón H4 má podobné zloženie ako u vyšších eukaryot, ale H2A a H2B majú 
podobné iba niektoré úseky a H3 je u kvasiniek odlišný. Chromatín kvasiniek tvorí zhruba 
guľovité útvary – nukleozomálne podjednotky, okolo ktorých sa obtáča DNA, a to zhruba 140 
párov báz na jednu podjednotku. Spojky medzi jednotlivými nukleozomálnymi 
podjednotkami tvoria úseky DNA, obsahujúce okolo 20 párov báz. V jadre kvasiniek je tiež  
zreteľné pólové teliesko vretienka. Má tvar disku a vychádzajú z neho vlákna nazývané 
mikrotubuly. Sú zložené z bielkoviny tubulínu a spolu s telieskom hrajú dôležitú úlohu pri 
delení jadra v priebehu rozmnožovania buniek. [1,2,5] 
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2.1.3 Chemické zloženie bunkovej hmoty kvasiniek 
 
Bunková hmota kvasiniek obsahuje 65-83 % vody. Obsah vody závisí na druhu kvasiniek, 
veku buniek a kultivačných podmienkach. Takisto zloženie sušiny kvasiniek závisí na týchto 
činiteľoch. Hlavný podiel sušiny kvasiniek tvoria bielkoviny (obyčajne okolo 50 %) a ďalej 
glykogén ( u S. cerevisiae až 30 %). Nukleové kyseliny predstavujú 10% sušiny, štruktúrne 
polysacharidy (hlavne zložka steny) okolo 5 %  a popol okolo 8 %. V dôsledku pomerne 
veľkého obsahu nukleových kyselín nemôže bunková hmota nahradiť celú požiadavku 
živočíšnych bielkovín vo výžive človeka, lebo vysoký obsah RNA a purínov v potrave vedie 
k vzniku vážneho kĺbového ochorenia (dna). Z organických zlúčenín vyskytujúcich sa 
v nízkych koncentráciách majú z nutričného hľadiska význam predovšetkým vitamíny 
skupiny B (B1,B2,B6), provitamín D (ergosterol) a u niektorých rodov ( napr. Rhodotorula) 
provitamín A (β-karotén). Na vitamíny skupiny B sú bohaté predovšetkým pivovarské 
kvasnice, ktoré ich odčerpávajú z mladiny, ktorej hlavná surovina – slad – je na tieto vitamíny 
veľmi bohatá. Hlavnou zložkou popola je oxid fosforečný, ktorého obsah v sušine sa dá tiež 
do určitej miery regulovať zložením kultivačného prostredia. Z iónov kovov je najviac 
zastúpený K+, zatiaľ čo Mg 2+,Ca2+ a Na+  je omnoho menej. Ostatné prvky sa vyskytujú len 
v zlomkoch percenta. [1] 
 
 
2.1.4 Rozmnožovanie kvasiniek 
 
2.1.4.1 Vegetatívne rozmnožovanie kvasiniek 
 
Väčšina kvasiniek sa rozmnožuje nepohlavne (vegetatívne) – pučaním. Materská bunka je 
spojená s malým púčikom dcérinej bunky úzkym kanálikom, ktorým prechádza novo 
vytvorené jadro a ďalší bunkový materiál. Po vytvorení bunkovej steny medzi obidvoma 
bunkami je pučanie ukončené  a dcérska bunka (menšia) sa od materskej (väčšej) oddelí.  
Tvorbu púčika predchádza rada štrukturálnych zmien bunky. Najprv dochádza k splývaniu 
membrán endoplazmatického retikula a jeho následému deleniu, opakovanému rozdeleniu 
vakuol a zmenám v tvare mitochondrií (na dlhý pretiahnutý tvar). V mieste vytvárania púčika 
sa začínajú hromadiť sekrečné mechúriky zodpovedné za transport látok pre syntézu bunkovej 
steny. Súčasne začne mitotické delenie jadra a jeho migrácia k púčiku. S jadrom prechádzajú 
do vznikajúceho púčiku úzkym spojovacím kanálikom ďalšie zložky cytoplazmy. Po 
prechode všetkých organel sa kanálik uzavrie cytoplazmatickou membránou a v púčiku sa 
intenzívne syntetizuje a rozširuje ER. Po vytvorení bunkovej steny medzi materskou 
a dcérinou bunkou a spojení drobných vakuol v jednu vakuolu je pučanie dokončené. Cyklus 
delenia, od vzniku púčika po jeho oddelenie od materskej bunky, za optimálnych podmienok 
trvá približne 2 hodiny. [2,4] 
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Obrázok č. 4:  Schéma pučania kvasiniek : 1 – jadro, 2–mitochondrie,  3 – vakuola, 
4–endoplazmatické retikulum,  5 – pólové teliesko vretienka,  6 – mikrotubuly,  7 – vretienko [1]  
 
 
2.1.4.2 Pohlavné rozmnožovanie kvasiniek 
 
Výsledkom pohlavného rozmnožovania kvasiniek sú pohlavné spóry. Väčšina kvasiniek 
tvoria pohlavné spóry – askosporóry (endospóry), ktoré sú umiestnené vo vrecku a 
zaraďujeme ich medzi Ascomycotina. Niektoré rody kvasiniek však tvoria pohlavné spóry - 
exospóry, tj. spóry umiestnené na spórotvorných bunkách a zaraďujeme ich medzi 
Basidiomycotina. [4] Pohlavné rozmnožovanie môžeme charakterizovať ako spájanie dvoch 
haploidných buniek (konjugácia) a spájanie ich jadier (karyogamia) za vzniku diploidnej 
bunky (zygoty). Diploidné jadro sa potom delí redukčným delením (meiózou) na štyri 
haploidné jadrá, ktoré sú základom pre vytvorenie pohlavných spór alebo sa delí mitózou 
a potom až následne vznikajú spóry. V životnom cykle kvasiniek sa teda pravidelne strieda 
haploidná a diploidná fáza buniek. [2] 
Meióza sa delí na dve základné fázy:  
• Meióza I (redukčné alebo heterotypické delenie), 
• Meióza II (homeotypické delenie)  
Pri meióze dochádza podobne ako u mitózy k rozdeleniu polárneho telieska vretienka na 
dve a k vytvoreniu vretienka. V prvej fáze meiózy sa chromozómy podobne ako v mitóze 
radia v rovníkovej (ekvatoriálnej) rovine. Narozdiel od mitózy, kde sú jednotlivé 
chromozómy, v meióze sú to páry nerozdelených bivalentov.  Homológne chromozómy sa 
rozchádzajú pohybom deliaceho vretienka k pólom (centriolám). Potom mikrotubuly 
vretienka ťahajú po jednom chromozóme z páru k opačným pólom jadra, čím dochádza 
k segregácii chromozómov. Každý chromozóm je v tej dobe rozdelený na dve chromatídy 
držané spolu s centromérou. Syntéza DNA je ukončená. Na póloch jadra dojde opäť 
k rozdeleniu polárnych teliesok, k vytvoreniu nových vretienok. Jednotlivé chromatídy putujú 
k opačným pólom vretienka. Sesterské chromatidy sa teda oddelili a vznikajú dve dcérine 
 
 
 
13
bunky – gaméty s haploidným počtom chromozómov. Výsledkom celej meiózy je teda vznik 
4 haploidných gamiet z pôvodnej jednej diploidnej zárodočnej bunky. [1,6] 
 
 
2.1.5 Taxonómia  
 
Taxonómia je veda, ktorá sa zaoberá identifikáciou, pokiaľ možno úplným popisom 
jednotlivých druhov organizmov a ich kategorizovaním, tj. usporiadaním do skupín podľa 
pôvodu a príbuznosti. Taxonómia patrí k najstarším biologickým vedám a vyvíjala sa do 
súčasnosti tak, ako sa vyvíjali ostatné biologické vedy. Linné (1707-1778) ako prvý 
usporiadal organizmy do umelých tried a zaviedol dvojslovnú nomenklatúru. Linného 
kategórie a dvojslovná nomenklatúra sa používajú dodnes.  
Na pomenovanie druhov, najnižšej kategórie v taxonómii platia presné pravidlá. Názov 
druh (lat. species) sa skladá z dvoch slov, a to z mena rodu (lat. genus) a jednoduchého 
druhového prívlastku, epiteta. Rodové názvy sú podstatné mená, prípadne prídavné mená 
zastupujúce podstatné meno, v jednotnom čísle a píšu sa vždy veľkým začiatočným 
písmenom, na rozdiel od druhových prívlastkov, ktoré sa nikdy nepíšu veľkým začiatočným 
písmenom, ale vždy malým. Druhové prívlastky sú prídavné mená, ktoré sú gramaticky 
zhodné s menom rodu (napr. Saccharomyces exiguus).  
V systematike sa organizmy združujú vo vyššie taxonomické jednotky podľa príbuznosti : 
príbuzné druhy sa združujú v rody, rody v čeľade, čeľade v rady a tie potom v oddelenia 
a oddelenia v triedy. Vyššia taxonomická jednotka než trieda je subphylum (podkmeň) a ešte 
vyššia jednotka je phylum. V mikrobiológii je veľmi dôležitý pojem kmeň, ktorý označuje 
súbor buniek určitého druhu a rovnakého pôvodu, buď ide o zbierkový kmeň alebo o kmeň 
izolovaný z prírody alebo iného prostredia. [1,7] 
 
Tabuľka č. 1: Tvorba názvov na rôznych stupňoch klasifikácie [7] 
 
Stupňovitosť 
hierarchických 
hladín 
Taxón Koncovky Príklad 
Najnižší stupeň Druh(lat. species)  Saccharomyces cerevisiae 
Rod (lat. genus)  Saccharomyces 
Čeľad(lat. familia) -aceae Saccharomycetaceae Stredný stupeň 
Rad (lat. ordo) -ales Endomycetales 
Trieda (lat. classis) -mycetes Endomycetes(Ascomycetes) 
Vyššie stupne Oddelenie 
(lat. divisio) -mycota Eumycota(pravé huby) 
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2.1.5.1 Taxonómia kvasiniek 
 
V systéme húb patria kvasinky medzi Eumycota – vlastné huby a to do dvoch veľkých 
pododdelení : Ascomycotina – vreckovýtrusné huby a Basidiomycotina – stopkovýtrusné 
huby. Anamorfné formy, tj. kvasinky, u ktorých sa neprekázalo sexuálne rozmnožovanie, sa 
zaraďujú do pomocného pododdelenia Deuteromycotina. V rámci systému vreckovýtrusných 
húb je veľká skupina kvasiniek zaraďovaná  do Endomycetes (Hemiascomycetes) (tvoria 
primitívne asky, netvoria plodnice a askogénne hýfy).  
 
1.Ascomycetes 
 
Kvasinky patriace medzi Ascomycetes sú členené takto :  
 
1.1 Kvasinky deliace sa priehradkami a kvasinkovité mikroorganizmy s pravým mycéliom 
 1.1.1Kvasinky s koherentným mycéliom (pr. druh  Saccharomycopsis) 
 1.1.2 Kvasinky s ihlicovitými spórami (pr. čelaď Spermophtoraceae) 
 1.1.3 Kvasinky s disartikulovaným mycéliom (pr. rod Geotrichum) 
 
1.2 Jednobunkové pučiace kvasinky 
 1.2.1Apikulátne kvasinky čeľade Saccharomycodaceae (pr.rod Saccharomycodes) 
 1.2.2 Lipidotvorné kvasinky čeľade Lipomycetaceae (pr. rod Lipomyces) 
 1.2.3 Kvasinky čeľade Saccharomycetaceae  
 
1.2.3.1 rod Saccharomyces 
 - Druhy skvasujúce len glukózu (S. unisporus) 
 - Druhy skvasujúce glukózu a sacharózu (S. kluyveri) 
 - Druhy skvasujúce glukózu a maltózu (S. norbensis) 
 - Druhy skvasujúce maltózu a sacharózu ( S. cerevisiae) 
 
1.3 Skupina anamorfných foriem askogénnych kvasiniek (rod Candida)  
 
2. Basidiomycetes 
 
Kvasinky patriace medzi Basidiomycetes  sú členené takto :  
 
1. Červené kvasinkové organizmy ( rod Rhodotorula) 
2. Kvasinky bez červenej pigmentácie ( rod Cryptococcus) 
3. Čierne kvasinkovité organizmy ( rod Aureobasidium) 
4. Kvasinky pučiace na sterigmatoch ( rod Sterigmatomyces) 
5. Slizovité kvasinkovité organizmy rodu Candida basidiomycetového pôvodu [8] 
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2.1.6 Výskyt kvasiniek a ich význam 
 
Kvasinky a kvasinkové organizmy sú v prírode veľmi rozšírené pre ich sacharolytické 
schopnosti. Vyskytujú sa predovšetkým na materiáloch obsahujúcich cukry, tj. na ovocí , 
najmä bobuľovitého a kôstkovitého tvaru (hrozno, slivky apod.) a na cukornatých 
potravinách. Ďalej sú v kvetných nektároch, v pôde, vo vzduchu, v črevnom trakte ľudí 
a zvierat a niektorého hmyzu. Šíria sa rôznymi prenášačmi, hlavne hmyzom, vetrom apod.  
Rozmnožovanie kvasiniek je podmienené ich fyziologickými vlastnosťami, tj. potrebou 
cukru, odolnosťou ku kyslému prostrediu, u niektorých druhov tiež toleranciou k vysokému 
osmotickému tlaku a je obmedzené ich neschopnosťou štiepiť bielkoviny. Preto sa nemnožia 
vo väčšej miere na mäse a inom bielkovinovom materiále. Výskyt kvasiniek ovplyvňuje tiež 
ich nízka tepelná odolnosť. Väčšina kvasiniek je usmrtená už pri 2-5 minútovom zahrievaní 
nad 56 °C, spóry kvasiniek majú tepelnú odolnosť nepatrne vyššiu. Kvasinky sa rozmnožujú 
pomalšie ako baktérie, a preto s nimi môžu súťažiť len za podmienok, ktoré sú pre baktérie 
nepriaznivé (nízke pH, nízky oxidoredukčný potenciál apod.). Z tohto dôvodu sa kvasinky pri 
kazení potravín uplatňujú vedľa uvedených prípadov hlavne pri kazení kompótov, ovocných 
muštov a iných ovocných výrobkov, sladených limonád a sladených kyselých minerálnych 
vôd. Kontaminácia cudzími kvasinkami sa negatívne uplatňuje tiež v droždiarenstve, kde 
nepriaznivo ovplyvňuje kvasné schopnosti (zhoršenie kynutia) a trvanlivosť pekárenského 
droždia a v pivovarníctve a vinárstve, kde môže nepriaznivo ovplyvniť chuť výrobku.  
Hlavný priemyselný význam kvasiniek je v ich použití pre výrobu alkoholických nápojov 
a pekárskeho droždia. Z buniek kvasiniek sa izoluje pre komerčné účely rada chemikálií, 
používaných v biochemických laboratóriách, napr. enzýmov, koenzýmov, nukleotidov ai. 
Špeciálne kmene S. cerevisiae sa používajú pre výrobu ergosterolu, tj. provitamínu D, ktorý 
ožiarením ultrafialovým svetlom poskytuje vitamín D. Ergosterol sa izoluje  z buniek 
kvasiniek. [1] 
 
2.1.7 Kvasinky v potravinách 
 
V potravinovej výrobe je stále viac a viac dôležitá kvalita produktov ako aj stabilita 
a bezpečnosť. Jednotlivé mierne kyselé produkty obsahujúce podstatné množstvo cukru sú 
často náchylné ku kontaminácii kvasinkovými druhmi. Týka sa to predovšetkým 
mikroorganizmov Zygosaccharomyces baili, Z. lentus a pekárskych kvasiniek Saccharomyces 
cerevisiae. Aby sa zabezpečila udržateľnosť potravín, využíva sa v potvavinovom priemysle 
slabých organických kyselín, ktoré chránia potraviny pred kazením.  
 
2.1.7.1 Kvasinky v mliečnych produktoch 
 
Mliečne produkty poskytujú jedinečné ekologické miesto pre selekciu a rast špecifických 
kvasinkových druhov. Relatívne malý počet kvasinkových druhov sa vyskytuje v mliečnych 
produktoch ako mlieko, jogurty, maslo, syry a kefyr. Medzi najdôležitejšie mliečne kvasinky 
patria Kluyveromyces marxianus (= Candida kefyr), Kluyveromyces lactic, Yarrowia 
lypolitica a Saccharomyces cerevisiae.  
Kvasinky sú dôležité pri produkcii kefýru a príbuzných fermentačných produktov, ale 
takisto pri výrobe syra (napr. modré syry a biele plesňové syry). Majú dôležitú úlohu aj ako 
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kontaminujúce organizmy v mliečnych produktoch pre ich schopnosť rastu pri nízkych 
teplotách alebo nízkom pH a ich metabolickej aktivite. Z tohto dôvodu fermentačné kvasinky 
sú často zodpovedné za kazenie napr. jogurtov. Avšak tieto kvasinky sú dôležité pri 
fermentácii mliečnych produktov  a syrov, menej dôležité v čerstvom alebo pasterizovanom 
mlieku a masle. V ovocných jogurtoch môžu byť kvasinky zavedené nemliečnymi prísadami 
ako napr. ovocie, med, orechy. Preto je hygiena veľmi dôležitá pri kontrole mliečnych 
produktov. [9] 
 
2.1.7.2 Kvasinky v mäse a mäsových produktoch 
 
Mäso a produkty z hydiny sú náchylné k mikrobiálnej kontaminácii. Medzi 
mikroorganizmy kontaminujúce mäsové výrobky  patria v malom množstve i kvasinky. 
Najbežnejšia a najdôležitejšia kvasinka v spracovanom mäse je Debaryomyces hansenii.  
Ďalej to môžu byť i ďalšie kvasinky z tohto druhu ako Debaryomyces kloeckeri, D. nicotianae 
a D. subglobsus. Takisto to môžu byť kvasinky rodu Candida, Rhodotorula, Cryptococus 
a Trichosporon. 
Kazenie zapríčinené kvasinkami je hlavne spôsobené ich lipolytickou a proteolytickou 
činnosťou.  Prejavuje sa stratou vône, farby, slizovitými útvarmi. Keď je rast kvasiniek 
monitorovaný a kontrolovaný, môžeme uplatniť ich významný a užitočný vplyv na 
senzorickú kvalitu mäsových výrobkov ako napríklad pri sušenom konzervovanom mäse. [9] 
 
2.1.7.3 Kvasinky v chlebe a pečených produktoch 
 
Saccharomyces cerevisiae je kvasinkový druh používaný v pekárstve. Kvasinky 
prispievajú k chuti pečených produktov. Hoci chuť závisí tiež na recepte (množstvo kvasiniek 
v múke) a aj na upečení (teplota a pečenie). Kvasinky pri pečení sú používané v ceste  kvôli 
produkcii CO2.  
Existujú dva kontaminujúce druhy kvasiniek v pečive. Buď sa vyskytujú na povrchu 
potraviny alebo fermentácia prebieha bez pečenia.  Na povrchu pečiva sa prejavujú ako malé 
biele škvrny. Kontaminujúce kvasinky, ktoré boli už identifikované sú Zygosaccharomyces 
baili, Saccharomycopsis fibuligera, Pichia burtonii a P. anomala. Tieto kvasinky sa zvyčajne 
vyskytujú na povrchu potravín.  
Tie, ktoré fermentujú bez pečenia sa často vyskytujú v produktoch s vysokou 
koncentráciou cukru. Sú zodpovedné za produkciu pachov napr. Pichia burtonii môže 
produkovať styrén a Pichia anomala produkuje etyl acetát v prítomnosti  vysokej 
koncentrácie glukózy alebo etanolu. [9] 
 
2.1.7.4 Kvasinky v ovocí a ovocných produktoch 
 
Kvasinky nie sú jediné dôležité organizmy v mikrobiológii ovocia a ovocných produktov. 
Kazenie ovocia plesňami produkujúcimi mykotoxíny v ovocí je takisto známe. Na povrchu 
čerstvého nepoškodeného ovocia sa kvasinky vyskytujú v rozsahu 102-106 cfu cm–2. 
Najbežnejšie ovocné kvasinky sú kvasinky druhu Saccharomyces, Zygosaccharomyces, 
a Candida. Druhy Rhodotorula a Cryptococcus sú kvasinky, ktoré sa podieľajú na kazení 
ovocia. Hlavným produktom záujmu sú kvasinky zodpovedné za fermentáciu, ktoré sa 
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využívajú k vírobe vín a ovocných džúsov. V ovocí, ktoré fermentuje na víno sa nachádzajú 
prevažne kmene Saccharomyces cerevisiae. Ovocné džúsy sú charakteristické vysokou 
koncentráciou cukrov. V dôsledku toho sa tu vyskytujú osmotolerantné druhy 
Zygosaccharomyces rouxii, Z. bailii a Schizosaccharomyces pombe.  
 
U ovocných kvasiniek rozlišujeme tri oblasti :  
1) Kvasinky zahrnuté do produkcie alkoholických nápojov 
2) Kvasinky vyskytujúce sa v surovinách ako napríklad čokoláda 
3) Kvasinky, ktoré spôsobujú kazenie potravín [9] 
 
2.1.7.5 Priemyseľne významné kvasinky 
 
Pre priemysel sú dôležité dve skupiny kvasiniek. Sú to kvasinky skutočne v priemysle 
používané a kvasinky so zaujímavými enzýmovými aktivitami, ktoré môžu slúžiť hlavne ako 
donor génov pre zlepšenie vlastností stávajúcich kmeňov.  
 
V priemysle sú používané :  
Saccharomyces cerevisiae – hlavne pre výrobu piva, vína, ethanolu a pekárskych kvasníc 
Candida utilis – pre produkciu krmnej biomasy 
Kluyveromyces lactis – pre výrobu syrov s plesňou vo vnútri 
Candida kefyr – pri výrobe kefýru 
 
V najväčšom rozsahu sú v priemysle používané kvasinky druhu Saccharomyces 
cerevisiae. Kmene, ktoré sa k jednotlivým účelom využívajú sa líšia rôznymi fyziologickými 
vlastnosťami. U kmeňov pivovarských, vinárskych a liehovarských sa využíva predovšetkým 
ich schopnosť tvoriť ethanol, teda kvasiť. [8] 
 
 
2.2 DNA 
 
Geneticky aktívnou hmotou buniek je deoxyribonukleová kyselina (DNA). Je nositeľkou 
genetickej informácie. Informácia kódovaná v štruktúre DNA je daná poradím (sekvenciou) 
nukleotidov v reťazci. Z chemického hľadiska je táto informácia súborom návodov pre 
výrobu všetkých typov bielkovín daného organizmu. [10,11] 
 
 
2.2.1 DNA štruktúra 
 
Deoxyribonukleová kyselina je polymérna, tj. vysokomolekulárna látka. Molekula DNA 
má podobu dvojitej pravotočivej závitnice. Vlákno DNA je tvorené dvomi prepojenými,  
vzájomne ovinutými polynukleotidovými reťazcami. Oba reťazce sú si vzájomne 
komplementárne, tj. nukleotidu obsahujúcemu bázu adenín v jednom reťazci odpovedá 
v druhom reťazci nukleotid obsahujúci bázu thymín a nukleotidu obsahujúcemu cytozín 
v jednom reťazci odpovedá nukleotid obsahujúci guanín v reťazci druhom. Vďaka tomuto 
jednoznačnému priradeniu vzájomne si komplementárnych báz obsahujú oba reťazce 
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dvojreťazcovej DNA rovnakú genetickú informáciu. V priebehu bunkového cyklu sa DNA 
zmnožuje mechanickým kopírovaním v procese replikácie. V každom polynukleotide sú 
nukleotidy vzájomne viazané 3´, 5´ - fosfodiesterovou väzbou. Tieto väzby viažu 5´- 
hydroxylovú skupinu deoxyribózy jedného nukleotidu a 3´- hydroxylové skupiny cukornej 
jednotky druhého nukleotidu prostredníctvom fosfátovej skupiny. Podoba dvojitej závitnice, 
ktorú majú molekuly DNA, je daná tým, že molekuly komplementárnych dusíkatých báz 
jedného a druhého reťazca sú vzájomne spojené vodíkovými mostíkmi, ktoré podmieňujú 
špecifitu párovania. [11,12] Obtočenie dvoch reťazcov okolo seba vytvára na dvojzávitnici 
dva žliabky jeden veľký a jeden malý žliabok, ktoré sa vinú pozdĺž molekuly paralelne s 
fosfodiesterovou kostrou. Žliabky umožňujú vytvárať vodíkové väzby s proteínmi. Väčší 
žliabok je široký 1,2 nm a menší 0,6 nm. [11] 
 
 
 
 
Obrázok č.5: 1) Priestorový model jeden a pol otáčky dvojzávitnice DNA. Obtočenie dvoch 
reťazcov okolo seba vytvára na dvojzávitnici dva žliabky. Širší sa nazýva väčší alebo vonkajší žliabok, 
užšiemu menší alebo vnútorný žliabok.    
 2) Krátky úsek dvojzávitnice zo strany. Sú tu nakreslené štyri páry                   
nukleotidov. Nukleotidy sú navzájom spojené fosfodiesterovými väzbami medzi 3´- hydroxylovou 
skupinou (-OH) jednoho sacharidu a 5´-fosfátovou skupinou (-P) druhého sacharidu. Preto má každý 
polynukleotidový reťazec chemickú polaritu, to znamená, že oba konce vlákna sú chemicky odlišné. Na 
3´- konci je volná skupina –OH na uhlíku 3 v sacharidovej kostre a na 5´-konci je volná fosfátová 
skupina pripojená na 5´-uhlík sacharidu. [10] 
 
 
 
Rozmery DNA :  
- jedna otočka meria 3,4 nm a obsahuje cca 10,4 bp 
- vzdialenosť medzi susednými pármi báz je 0,34 nm 
- priemer dvojšrobovice je 2 nm [13] 
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Obrázok č. 6 :  DNA štruktúra [31] 
 
 
Základnými stavebnými jednotkami DNA sú nukleotidy. Každá molekula nukleotidu má 
tieto zložky: 
1. pentózu: 2-deoxy-D-ribózu,  
2. dusíkatú organickú bázu: purínové a pyrimidínové bázy, viazané N-glykozidovou 
väzbou na skelet cukornej zložky. Deriváty purinu (adenín, guanín), deriváty 
pyrimidinu (cytosín, thymín) 
3. kyselinu trihydrogenfosforečnú : H3PO4  [11] 
 
 
 
Obrázok č. 7 :  Dusíkaté bázy a ich párovanie vodíkovými väzbami [10] 
 
 
Bázy sú párované vodíkovými väzbami tak, že adenín sa páruje s thymínom dvomi 
vodíkovými väzbami a cytozín s guanínom tromi vodíkovými väzbami.  
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Každé vlákno, reťazec, má 3´-hydroxylový a 5´-fosfátový koniec. V dvojzávitnici majú 
vlákna opačný smer, tj. jedno vlákno je orientované z 3´na 5´, druhé z konca 5´na 3´. [11]  
Molekuly DNA všetkých biologických druhov sú tvorené kombináciou 
deoxyribonukleotidov štyroch typov – dATP, dCTP, dGTP a dTTP – s malým výskytom 
nukleotidov s minoritnými bázami. 
 
 
Obrázok č.  8:  Adenozínfosfáty  [14] 
 
 
Charakteristické rysy konformácie molekuly DNA, umožňujúce jej funkcie: 
- vonkajšia časť dvojzávitnice DNA so záporným nábojom je hydrofilná 
- má dvojčetnú os symetrie 
- na povrchu molekuly sú vytvorené dva žliabky nerovnakej veľkosti – malý 
a veľký, ktoré umožňujú interakcie DNA napríklad s bielkovinnými zložkami 
nukleoproteinových komplexov, s antibiotikami a pod. 
- dôležitou vlastnosťou je schopnosť dvojzávitnice rozvíjať sa (rozplietať sa), a tak 
sprístupniť v nej uloženú genetickú informáciu. [15] 
 
2.2.2 Denaturácia DNA 
 
Denaturácia (topenie) DNA sa používa k analýze jej štruktúry. Dvojreťazcová štruktúra 
DNA môže byť rozvoľnená ohriatím alebo zvýšením koncentrácie solí. Rozpoja sa páry báz 
a bázy sa voľnejšie pohybujú v priestore, i keď zostávajú naviazané na fosfodiesterovú kostru 
polyméru. Pri tejto denaturácii sa zvýši optická absorbancia purinových a pyrimidinových 
báz. Tento dej sa nazýva hyperchromicita.  
Reťazce danej molekuly DNA sa oddeľujú v závislosti na teplote. Teplota, pri ktorej 
absorbancia stúpne o polovicu celkového vzostupu sa nazýva bod topenia (Tm). Bod topenia 
je závislý na zložení báz DNA a na koncentrácii solí v roztoku. [13] 
 
 
 
 
 
 
 
21
2.2.3 Izolácia DNA 
 
Prvým krokom pri izolácii DNA je rozbitie bunkovej membrány. Tým dojde k uvoľneniu 
bunečných organel do roztoku, odkiaľ sú jadrá, organely s hlavným podielom DNA bunky, 
izolované ultracentrifugáciou. Jadrová membrána je rozrušená roztokom detergentu, ktorý tiež 
spôsobuje rozpad komplexu DNA- bielkoviny. Záverečná fáza izolácie zahrňuje niekoľko 
prečisťovacích krokov, ktoré sú zamerané na odstránenie bielkovín a lipidov. [16] 
 
2.2.4 Replikácia DNA 
 
Replikácia DNA je proces zdvojenia DNA obsiahnutej v bunečnom genóme (resp. v jeho 
jednotlivých súčastiach.  
1. začína v replikóne vždy od začiatku (miesto ori) za vytvorenia replikačnej vidlice. 
Ako replikon sa označuje molekula DNA alebo jej časť, ktorá obsahuje počiatok (tj. 
nukleotidovú sekvenciu, na ktorú sa viažu špecifické proteíny umožňujúce zahájiť 
replikáciu a riadiť celý jej priebeh). 
2. uskutočňuje sa podľa matričného reťazca (templátu) enzymaticky katalyzovanou 
polymeráciou deoxyribonukleotidov v smere 5´→3´ na základe komplementarity báz. 
Mechanizmus, vytvárajúci matrice (templátu), umožňuje biosyntézu identickej kópie 
DNA a vytvára tak základný predpoklad pre následný prenos nezmenenej DNA 
(genetickej informácie) do novo vznikajúcich buniek pri bunečnom delení. [17]  
 
 
Obrázok č. 9:  Replikácia DNA [32] 
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2.3 PCR (Polymerázová reťazová reakcia) 
 
Metóda  PCR (Polymerase chain reaction) patrí medzi rýchlejšie a menej nákladné 
metódy pre izoláciu génov. Prebieha zcela v podmienkach in vitro, teda bez použitia buniek. 
Pomocou tejto techniky môže byť rýchlo a vysoko namnožená konkrétna nukleotidová 
sekvencia obsiahnutá v akejkoľvek DNA. 
Polymerázová reťazová reakcia je v dnešnej dobe široko používaná. Okrem imunológie a 
riešenia vedeckých otázok ako napr. mapovanie genómu sa uplatňuje i v diagnostike pri 
analýze genetických chorôb alebo pre namnoženie akéhokoľvek génu z malého vzorku DNA. 
[10] 
Základom úspešnej reakcie je použitie neporušeného úseku DNA, ktorý má byť 
amplifikovaný (pomnožený). Veľmi dôležitým predpokladom pre úspešnú reakciu je 
navrhnutie vhodných primerov tak, aby bola zaistená špecifita reakcie. Jak návrh 
oligonukleotidových primerov tak programovanie reakčných krokov vychádza z obecnej 
znalosti štruktúry DNA a zo znalostí sekvencie ku ktorej sú príslušné oligonukleotidy 
komplementárne. Je teda nutné zdôrazniť, že pre PCR je nutné poznať sekvencie aspoň 
hraničných úsekov fragmentu, ktorý má byť amplifikovaný.  [18] 
 
PCR spočíva v cyklickom striedaní troch jednoduchých fáz, z ktorých každá prebieha za 
určitej teploty.  
 
1.Teplotná denaturácia – rozpojenie dvojšróbovice DNA na jednotlivé reťazce. Tohto 
efektu je dosiahnuté zvýšením teploty vzorku na 95 °C. 
2.Pripojenie primerov (annealing) – naviazanie špecifických primerov na odpovedajúce 
miesto rozvinutej DNA. Teplota sa tu pohybuje okolo 55 °C. 
3.Polymerácia (syntéza) – za prítomnosti DNA polymerázy sa syntetizuje úsek 
vymedzený naviazanými primermi, zároveň dochádza k dosyntetizovaniu vlákna (vytvorenie 
dvojreťazca). Teplota je v prípade použitia Taq polymerázy pri tomto kroku zvýšená na 
75 °C, čo je teplotné optimum tohto enzýmu.  
Vzniklé reakčné produkty (amplikony) slúžia v ďalšom cykle ako matrice pre vznik 
nových kópií. Každý cyklus zdvojnásobí počet kópií pôvodnej DNA. [18,19] 
 
2.3.1 História PCR 
 
Polymerázová reťazová reakcia (PCR) bola vyvinutá vedeckými pracovníkmi 
biotechnologickej firmy Cetus Corporation v USA v polovici 80. rokov 20. storočia. 
Objaviteľom tejto metódy bol v roku 1983 molekulárny genetik Kary B. Mullis, ktorý po  
prvý krát urobil mnohonásobnú in vitro replikáciu v skúmavke. V októbri roku 1993 za objav 
PCR získal Nobelovu cenu za chémiu. Hoci DNA polymeráza neznáša vysoké teploty, využil 
Mullis enzým izolovaný z baktérie Thermus aquaticus žijúcej v teplých prameňoch. Výsledky 
testovania takto získaného enzýmu označovaného skratkou Taq polymeráza, ktorú vyizoloval 
Mullisov kolega D. Gelfland, predčily očakávania. Procedúra sa zrýchlila, zjednodušila a 
naviac sa vďaka možnosti využitia vyšších teplôt pri väzbe primerov zvýšila i špecifičnosť 
metódy. 
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V roku 1989 poskytol Cetus švajčiarskej firme Roche exkluzívne celosvetové právo 
k obchodnému využitiu PCR pre diagnostiku ľudských chorôb. Neskoršie práva získala 
farmaceutická spoločnosť Hoffmann-La Roche. O rastúcom význame PCR svedčí stúpajúci 
počet publikácií venovaných každoročne tejto metóde. [20] 
 
2.3.2 Princíp PCR – amplifikácia DNA 
 
Princípom polymerázovej reťazovej reakcie je replikácia (zdvojenie) molekuly DNA. Pri 
PCR je táto replikácia umelo navodená v skúmavke (in vitro) a jej priebeh je kontrolovaný 
zmenami teplôt. Predpokladom pre to je zaistenie optimálneho prostredia pre reakciu, vrátane 
veľmi presnej kontroly teploty v jej priebehu, dodanie potrebných stavebných kameňov pre 
vytvorenie kopírovanej DNA a hlavne dodanie krátkych fragmentov DNA, tzv. primerov, 
ktoré sú schopné takú reakciu zahájiť. Primery sú krátke jednovláknové fragmenty DNA 
(oligonukleotidy), ktoré majú schopnosť nájsť vo vyšetrovanej DNA presne odpovedajúce 
miesto, ktoré im chýba do ich normálnej dvojvláknovej štruktúry a doplňuje ich do tvaru  
známej dvojitej závitnice – je k nim komplementárny. K tomu však je potrebné, aby cieľová 
DNA bola tiež jednovláknová. Tohto stavu sa dá dosiahnuť tzv. denaturáciou DNA po jej 
zahriatí. Pri teplotách okolo 94°C sa dvojitá závitnica rozloží na dve komplementárne vlákna 
a umožní tak nasadnutie primerov. Vzhľadom k tomu, že denaturáciou jedného úseku DNA 
vzniknú dve vlákna, je potrebné k jeho úspěšnému kopírovaniu dva primery. Primery musia 
byť dostatočne dlhé na to, aby sa v cieľovej DNA vyskytovali vždy iba raz. Priemerná dĺžka 
primerov potrebná pre ich jedinečnosť sa najčastejšie pohybuje okolo 20-30 nukleotidov (tj. 
stavebných kameňov jednotlivých vlákien DNA). Potom, čo oba primery „svoj“  úsek 
v cieľovej DNA nájdu a na princípe komplementarity sa naň naviažu (tzv. annealing), 
vytvoria štruktúru, ktorá umožní následné enzymatické kopírovanie oboch vlákien a vznik 
zmienených dvoch kópií príslušného úseku (tzv. extenzia, predlžovanie vlákna). Annealing 
primerov  a extenzia vznikajúcich vlákien sú v podmienkach PCR závislé na teplote. 
Annealingové teploty rôznych PCR sa najčastejšie pohybujú medzi 55-65°C. K enzymatickej 
syntéze nových vlákien „rozmnožovanej“ – amplifikovanej DNA sa využíva enzýmov (tzv. 
DNA polymeráz), získaných z baktérií. Používa sa DNA polymeráza z baktérií žijúcich 
v horúcich prameňoch, ktorých enzýmy sú nastavené na teploty okolo 72°C. Najbežnejším 
zdrojom takého enzýmu je baktéria Thermus aquaticus, odtiaľ Taq polymeráza. V jednom 
takom cykle z každej pôvodnej (templátovej) molekuly DNA vzniknú replikáciou dve 
identické kópie, ktoré môžu slúžiť ako templát ďalšej reakcie, pri ktorej už vzniknú štyri 
kópie, následne osem a ich počet sa v reťazovej reakcii zvyšuje geometrickou radou. PCR sa 
prevádza v špeciálnom prístroji, tzv. termocyklere, ktorý je schopný meniť teplotu reakčného 
prostredia veľmi rýchlo (okolo 1°C za 1 sekundu) a pritom veľmi presne. Nastavením 
špecifických teplôt denaturácie, annealingu a extenzie sa takto spúšťajú jednotlivé fázy 
jedného cyklu a ich opakovaním sa spustí reťazová reakcia. [21] 
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Obrázok č. 10 :  Princíp PCR [10] 
 
2.3.3 Primery 
 
    Primer je krátky úsek jednoreťazcovej DNA alebo RNA, ktorý sa na princípe párovania báz 
viaže k templátovému reťazcu DNA; obsahuje voľnú 3´-OH skupinu, na ktorú môže DNA-
polymeráza naviazať ďalší deoxyribonukleotid a zahájiť tak vlastnú polymeračnú reakciu. 
Syntetické primery sa užívajú pri polymerázovej reťazovej reakcii. [14] 
 
 
2.3.3.1 Požiadavky kladené na primery 
 
Vo väčšine reakcií je vhodná sekvencia a koncentrácia primerov parametrom rozhodujúcim 
o úspešnom výsledku. Pre návrh vhodných primerov platí niekoľko zásad. Je treba však 
zdôrazniť, že nie sú univerzálne, ale iba orientačné. 
- spravidla obsahujú 18 – 24 nukleotidov 
- neobsahujú sekundárnu štruktúru (nie sú v nich inverzne opakované sekvencie) 
- majú vyvážený pomer G/C a A/T párov 
- nie sú vzájomne komplementárne (netvoria vzájomne diméry) 
- majú prijateľnú teplotu topenia, ktorá dovoľuje ich pripojenie k templátu (cca 55–65 °C)  
- vyššia teplota spravidla predstavuje vyššiu špecifitu, oba primery by mali mať podobnú 
teplotu topenia 
- ich optimálna koncentrácia v reakcii je spravidla 0,1 – 0,6 µM, vyššie koncentrácie môžu 
viesť ku vzniku nešpecifických produktov 
- na 5'-konec je možné pridať nekomplementárnu bázu (napr. pre zavedenie reštrikčného 
miesta) [22] 
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2.3.4 Termostabilné DNA polymerázy 
 
Podmienka teplotnej stability enzýmu je daná tým, že jedným krokom opakovaných 
cyklov je denaturácia DNA tj. oddelenie komplementárnych vlákien templátu za vysokej 
teploty (cca 95°C). Pokiaľ by bola DNA polymeráza pri tomto kroku inaktivovaná (čo je 
prípad všetkých bežných enzýmov), bolo by nutné ich pri každom cykle po denaturácii pridať. 
V princípe by bol tento postup možný, metóda by sa však stala natoľko nákladná, že by bola 
nepoužiteľná.  
Použitie termostabilnej DNA polymerázy (Taq DNA polymeráza z termofilnej baktérie 
Thermus aquaticus) zaisťuje dostatočnú aktivitu enzýmu po celú dobu amplifikácie. Taq 
DNA polymeráza má teplotné optimum pri 75 °C a poločas inaktivácie je približne 40 minút 
pri 95 °C. Jedná sa o enzým, ktorý má iba 5'→ 3' polymerázovú aktivitu a postráda 3'→ 5' 
exonukleázovú aktivitu čo znamená, že tento enzým nie je schopný opravovať chyby vzniklé 
pri replikácii.  
Okrem Taq DNA polymerázy sú používané taktiež Pwo a Pfu DNA polymerázy (zdroj 
Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tento enzým má okrem polymerázovej aktivity 
tiež 3'→ 5' exonukleázovú aktivitu, umožňujúcu opravu chybne inkorporovaných 
deoxynukleotidov. Produkty tohto enzýmu sú syntetizované s desaťnásobne vyššou 
presnosťou v porovnaní s Taq polymerázou. Je vhodnejší pre prípravu produktov pre 
klonovanie. Syntetizuje iba fragmenty do dĺžky cca 3 kb.  
Tth DNA polymeráza je enzým izolovaný z baktérie Thermus thermophilus, ktorý má 
rovnaké teplotné optimum ako Taq  DNA polymeráza. Prednosťou tohto enzýmu je jeho 
schopnosť pôsobiť i ako reverzná transkriptáza, a teda možnosť prípravy cDNA. Kombinácia 
reverznej transkripcie a amplifikácie jej produktu sa skrátene nazýva RT-PCR. Táto metóda 
slúži k detekcii, kvantifikácii, klonovaniu a analýze génovej expresie na úrovni RNA. 
V súčasnej dobe sú k dispozícii tiež komerčne dostupné zmesi termostabilných DNA 
polymeráz, ktoré vykazujú kombináciu vhodných vlastností  tj. procesivity a presnosti. [18] 
 
2.3.5 Výpočet teploty topenia (Tm) molekúl nukleových kyselín 
 
Znalosť teploty topenia má význam pre odhad teploty, pri ktorej budú najlepšie nasadať 
primery pri polymerázovej reťazovej reakcii. Optimálna annealingová teplota je o 5-10°C 
nižšia ako teplota topenia primerov a musí byť určená empiricky. Dĺžka primerov by mala 
byť 18-24 nukleotidov. 
 Tm= [2°C(A+T)] + [4°C(G+C)] 
 kde AT je počet AT- párov a GC je počet GC párov v sekvencii 
 
Pre presnejší výpočet je potreba využiť termodynamickú rovnicu, ktorá okrem sekvencie 
a dĺžky molekuly berie v úvahu tiež koncentráciu jednoväzných katiónov a prípadne 
formaminu, ktorý je používaný pri hybridizácii nukleových kyselín :  
 Tm = 81,5°C + 16,6 (log [Na+] + 0,41 (% GC) – 0,61(%for) – 500/N 
 kde [Na+] = koncentrácia Na+  iónov 
 %GC = percento G a C nukleotidov v nukleovej kyseline 
 %for  = percento formamidu v roztoku 
 N = dĺžka hybridizujúcej sekvencie v pároch báz [23] 
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2.3.6 Výhody a nevýhody PCR 
 
2.3.6.1 Výhody PCR 
 
a) Vysoká špecifita a citlivosť – V kombinácii s modernými metódami izolácia DNA 
umožňuje PCR vyšetrenie takmer akéhokoľvek materiálu, pričom k analýze teoreticky postačí 
iba jediná molekula DNA. 
b) Rýchlosť – amplifikácia trvá 3-48 hodín (doba závisí na dĺžke amplifikovaného úseku a 
tiež na tom, aké veľké množstvo amplikonu potrebujeme pripraviť). 
c) Bezpečnosť práce – pri PCR spravidla nepoužívame radioaktívne značené nukleotidy. 
d)Náväznosť na ostatné vyšetrenia – produkty PCR môžeme využiť k ďalším 
molekulárnebiologickým analýzam 
e) Dobrá rozlišovacia schopnosť – pomocou PCR sa dá spravidla amplifikovať i silno 
degradovaná DNA (napr. zo starších vzorkov, z kostrových pozostatkov dlho uložených 
v zemi atd.) 
f) Možnosť automatizácie -  ktorú poskytujú cyklery, na ktorých je možno iba zvoliť 
vhodný program (tj. zadať teploty, časy a počet jednotlivých cyklov), a potom nechať 
prebehnúť reakciu bez nutnosti akejkoľvek osobnej asistencie. 
 
2.3.6.2 Nevýhody PCR 
 
a) Dĺžka amlifikovaného úseku – pomocou PCR sa nedajú amplifikovať dlhé sekvencie 
b) Nutnosť poznať sekvencie ohraničujúce amplifikovaný úsek – aby bolo možné 
vybrať vhodné primery 
c) Nepresnosť replikácie – pri syntéze DNA môže dojsť chybným zaradením nukleotidov 
k mutácii, ktorá bude pri následných cykloch PCR „kopírovaná“ do novo vznikajúcich 
amplikonov. 
d) Možnosť kontaminácie cudzorodou DNA – vyvoláva veľké komplikácie hlavne pri 
vyšetreniach v klinickej genetike, kedy môže byť k vzorku DNA od pacienta primiešaná 
DNA z iného vzorku, popr. od inej osoby (napr. pracovníka v laboratóriu) 
e) Obtiažnosť kvantitatívneho stanovenia amplifikovaného produktu – týka sa to 
situácii, kedy vyšetrujeme rozsiahlejšie delécie. Pokiaľ je deletovaný skúmaný úsek iba na 
jednom homologickom chromozóme, zatiaľčo na druhom je odpovedajúci úsek zachovaný, je 
možné, že primery nasadnú iba na tento nedeletovaný homológ, zatiaľčo s deletovaným 
chromozómom vôbec hybridovať nebudú (nenájdu na ňom komplementárne sekvencie, ktoré 
sú tiež deletované). Amplifikáciou potom vznikne rovnaký produkt ako u zdravej osoby bez 
akejkoľvek delécie, takže pri gélovej elektroforéze sa u oboch vzorkov vytvoria identické 
prúžky tvorené amplifikovanými úsekmi. I keď bude u pacienta s deléciou ich množstvo 
polovičné, uvedené experimentálne usporiadanie spravidla neumožňuje presnú kvantifikáciu. 
Tieto problémy sa sčasti podarilo vyriešiť zavedením niektorých moderných modifikácií, 
napr. kvantitatívna PCR (Real-time PCR). [24] 
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2.4 Identifikácia kvasiniek metódou PCR 
 
Pre identifikáciu, typizáciu a detekciu kvasiniek v potravinovom reťazci sa používa 
metóda PCR. Táto metóda umožňuje detekovať rôzne sekvencie DNA s extrémnou 
citlivosťou. Tradičné identifikačné metódy založené na morfologických  a fyziologických 
testoch sú často nedostatočné (napr. sú ovplyvnené environmentálnymi podmienkami). 
Identifikácia mikroorganizmov metódami založenými na PCR sú viac citlivé a špecifické než 
tradičné metódy, nakoľko nie sú ovplyvnené environmentálnymi podmienkami a dovoľujú 
diferenciáciu od druhov až ku kmeňom.  
K identifikácii kvasiniek sa používa metóda PCR v kombinácii s ďalšími technikami 
molekulárnej biológie medzi ktoré patrí RAPD, AFLP, RFLP a PRC-fingerprinting. [9] 
 
2.4.1 Náhodná amplifikácia polymorfnej DNA (RAPD- random amplified polymorphic 
DNA) 
Je to rýchla a jednoduchá technika pre fingerprinting DNA, ktorá je vhodná pre rýchlo 
zrovnávaciu typizáciu genómových DNA mikroorganizmov a niektorých rastlín. Metóda 
používa obvykle jeden alebo viac krátkych primerov o dĺžke 8-12 nukleotidov ľubovoľnej 
sekvencie s neznámou homológiou k cieľovej sekvencii DNA a málo prísne podmienky pre 
pripojenie primeru. Za týchto podmienok dochádza k nasadaniu primeru s vysokou 
pravdepodobnosťou na viac miestach na oboch reťazcoch chromozómovej alebo plazmidovej 
DNA. Obvykle sa vyskytne niekoľko miest, ktoré nie sú od seba príliš vzdialené a umožňujú 
pripojenie primerov na protiľahlých reťazcoch 3´-konci smerujúcimi k sebe. Výsledkom je 
amplifikácia mnoho fragmentov s rôznou dĺžkou (max. 2000 bp) a rozdielnym molárnym 
množstvom, v závislosti na pôvode genómovej DNA. Metóda sa v praxi používa pre 
identifikačné postupy a taxonomické štúdie. [25] Medzidruhové alebo vnútrodruhové 
rozlíšenie záleží značne na použitých primeroch. Hoci jeden z najdôležitejších problémov 
tejto metódy je menej stabilná vzorka. RAPD vzorka je málo časovo náročná a taktiež sa 
ukázala byť vhodná na identifikáciu kvasinkových druhov. Táto technika sa používa 
k rozlíšeniu medzi niektorými typickými kontaminujúcimi kvasinkami  ako Candida 
lipolytica, C.valida, S.cerevisiae, Z.bailii a Z. rouxii. [26] RAPD analýza bola taktiež úspešne 
použitá k identifikácii vláknitých húb. Využíva sa k identifikácii S. cerevisiae kmeňov, ktoré 
sú dôležité pri výrobe vína.  RAPD analýza sa ukázala byť viac vhodná metóda  k rozlíšeniu 
medzi kmeňmi a má niekoľko výhod oproti RFLP metóde. Analýza požaduje malé množstvo 
natívnej DNA, ktorá môže byť ľahko extrahovaná a bez potreby pre vysokú purifikáciu. 
Výsledky sú získané rýchlo, RAPD analýza  môže byť hotová za jeden deň, zatiaľ čo RFLP 
analýza vyžaduje minimálne tri dni k dokončeniu. [27]  
 
2.4.2 Polymorfizmus dĺžky ampifikovaných fragmentov (AFLP- Amplified Fragment 
Lenght Polymorphism) 
 
Metóda AFLP využíva selektívnu amplifikáciu súboru fragmentov DNA vytváraného 
štiepením reštrikčnými endonukleázami. Stanovenie AFLP je vhodné pre účely zrovnávacej 
typizácie celkových genómových DNA a spravidla nevyžaduje znalosti sekvencií pre 
hybridizáciu univerzálnych primerov.  
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AFLP predstavuje metódu pre charakterizáciu celkovej genómovej DNA, ktorá poskytuje 
vysoké rozlíšenie a dobrú reprodukovateľnosť. Označuje sa rovnako ako amplifikácia 
vzácnych reštrikčných miest (IRS-PCR) alebo selektívna amplifikácia reštrikčných 
fragmentov DNA podmienená primerom (SRFA). Metóda zahrňuje štyri základné kroky: 
• Úplné rozštiepenie extrémne malého množstva genómovej DNA jednou alebo dvomi 
reštrikčnými endonukleázami, z ktorých jedna máva spravidla menej cieľových miest 
• Ligáciu genomovej DNA s oligonukleotidovými adaptormi, ktoré sú navrhnuté tak, 
aby nedochádzalo ku spojovaniu reštrikčných fragmentov 
• Selektívna amplifikácia sady reštrikčných fragmentov pomocou jednoho alebo dvoch 
selektívnych AFLP primerov 
• Gelovú elektroforézu amplifikovaných fragmentov v nedenaturujúcom 
polyakrylamidovom géle 
Použitím AFLP je teda možné vizualizovať  sadu reštrikčných fragmentov pomocou PCR 
bez znalostí ich nukleotidovej sekvencie. AFLP je novou a veľmi účinnou typizačnou 
metódou pre DNA ľubovolného pôvodu a stupňa komplexity, využívanou jak v diagnostike, 
tak pre fylogenetické a taxonomické štúdie. [25] 
Táto metóda sa tiež ukázala byť vhodná k identifikácii mikroorganizmov zahrňujúce 
kvasinky.  Technika AFLP dovoľuje lepšiu diskrimináciu medzi Z. bailii izolátov ako PCR 
fingeprinting s (GTG)5 . Táto technika umožňuje takisto rozlíšenie vysoko príbuzných 
bakteriálnych kmeňov. Dobrá reprodukovateľnosť AFLP techniky je výhodou nad RAPD 
a PCR-fingerprinting. [9] 
 
2.4.3 PCR-fingerprinting  
 
PCR-fingerprinting metóda je zaradená medzi nepriame metódy, ktorými sa dá zobraziť 
profil DNA konkrétneho organizmu vo forme otlačku DNA (fingerprintu). Otlačky DNA 
môžu mať podobu spektier reštrikčných fragmentov alebo produktov PCR rozdelených 
gélovou elektroforézou. Výsledné vzory môžu byť hodnotené vizuálne alebo analýzou obrazu 
s použitím výpočtovej techniky. [25] 
PCR-fingerprinting používa jednoduché opakujúce primery (GAC)5, (GTG)5 a bakteriofág 
M13 jadrovú sekvenciu (GAGGGTGGXGGXTCT). Táto metóda bola vyvinutá na základe 
predošlých výsledkov získaných z analýzy DNA-fingerprinting a dnes sa používa pri 
klasifikácii kvasiniek na úrovni druhov. 
PCR-fingerprinting sa javí byť silný systém pre tvorenie vzoriek bandu a umožňuje 
rozlíšenie medzi tromi blízko príbuznými druhmi Zygosaccharomyces bailii, Z. bisporus a Z. 
lentus. Od tohto kroku boli úspešne diferencované blízko príbuzné druhy, (GTG)5 otlačok sa 
použil na stavbu databázy pre rýchlu identifikáciu nových izolátov. Dnes táto TNO-databáza 
obsahuje pomocou PCR-fingerprinting okolo 650 kvasinkových druhov najmä Issatchenkia 
orientalis (vrátane anamorph C. pelliculosa), Pichia fermentans  (vrátane anamorph 
C. lambica), P. membranifaciens (vrátane anamorph C. valida), Saccharomyces cerevisiae, S. 
pastorianus, S. bayanus, Zygosaccharomyces bailii, Z. lentus, Z. rouxii, Z. bisporus, Z. 
fermentati a Yarrowia lipolytica (vrátane anamorph C. lipolytica). 
Skutočnosť, že PCR-fingerprinting poskytuje informácie o poddruhovom rozlíšení činí 
túto metódu vhodnú pre sledovanie  kontaminovaných ciest v produkčnom reťazci. U PCR 
fingerprintingu  primer (GTG)5 poskytuje lepšie rozlíčenie ako (GAC)5. Preto PCR 
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fingerptinting s primerom (GTG)5 realizuje analýzu kvasiniek z potravinového reťazca 
i určuje príčinu kontaminácii. [9] 
 
2.4.4 Polymorfizmus dĺžky reštrikčných fragmentov (PCR-RFLP - Restriction 
Fragment Lenght Polymorphism) 
 
Prevedenie tejto metódy zahrňuje 2 kroky. 
 1) Amplifikáciu konkrétneho úseku DNA pomocou dvojice známych primerov 
 2) Reštrikcia (naštiepanie) namnoženého úseku pomocou enzýmov zvaných reštrikčné 
endonukleázy, ktoré štiepia DNA špecificky v určitých úsekoch. Reštrikčná analýza využíva 
vlastnosti reštrikčných endonukleáz (reštriktáz) naviazať sa na špecifické rozpoznávacie 
sekvencie dvojzávitnice DNA. Miesto štiepenia DNA sa nazýva reštrikčné miesto. Činnosťou 
reštriktáz je DNA rozštiepená na niekoľko fragmentov o rôznej dĺžke, ktoré sa dajú od seba 
oddeliť elektroforézou. Počet i dĺžka fragmentov je špecifická pre daného jedinca. Výber 
reštrikčných enzýmov určuje stupeň rozlíšenia rDNA PCR-RFLP typizačného prístupu. Ako 
príklad, reštrikčný enzým Mse1 umožňuje rozlíšenie druhov Candida valida, Saccharomyces 
cerevisiae, Candida lipolytica, Zygosaccharomyces bailii a Z.rouxii. Každý z týchto druhov 
ukazuje jedinečný profil, v ktorom všetky kmene prináležia do rovnakého druhu majúce 
identické vzorky. 
Vizualizácia DNA sa prevádza pomocou farbiva ethidium bromid gélovou elektroforézou 
na 2 % agarózovom géle. 
PCR-RFLP umožňuje identifikáciu populácie rôznych kmeňov kvasiniek. [9,25,28] 
 
2.4.4.1 Reštrikčné endonukleázy 
 
Nukleázy je označenie pre heterogénnu skupinu enzýmov, ktoré štiepia nukleové 
kyseliny. Podľa základného spôsobu štiepenia sa delia na exonukleázy a endonukleázy. 
Nukleázy, ktoré sú schopné odštiepiť nukleotid iba vtedy ak  sa vyskytuje na konci 
molekuly, nazývame exonukleázy.  
Enzýmy, ktoré sú schopné štiepiť vnútorné fosfodiesterové väzby nazývame 
endonukleázy. Vznikajú pri tom buď 3´-hydroxylové a 5´-fosforylované zakončenia alebo 5´-
hydroxylové a 3´-fosforylované zakončenia. 
Reštrikčné endonukleázy sú enzýmy, ktoré rozpoznávajú špecifické sekvencie 
v dvojreťazcovej DNA a štiepia obidva jej reťazce.  
Reštrikčné enzýmy štiepia DNA na krátke časti v závislosti na jej sekvencii. Reštrikčné 
enzýmy sú nazývané podľa baktérií, z ktorých sú izolované. Napríklad Eco RI je z 
Escherichia coli alebo Bam HI je z Bacillus amyloliquifaciens. Každý enzým rozoznáva 
a štepí špecifickú sekvenciu dvojreťazcovej DNA dlhú 4-7 bp. Štepy DNA končia 
zarovnanými (blunt) koncami (Hpa I) alebo prekrývajúcimi sa (sticky) koncami (Bam HI), 
v závislosti na mechanizme funkcie enzýmu. Pokiaľ sú nukleotidy v danej molekule DNA 
rozložené neusporiadane, dá sa vypočítať ako často dojde k štiepeniu DNA určitej dĺžky 
daným enzýmom. Každá pozícia v DNA má štyri možnosti (A,C,G,T), a preto reštrikčný 
enzým rozoznávajúci 4 bp-sekvenciu bude v priemere štiepiť za každým 256 párom (44), 
zatiaľ čo iný enzým rozoznávajúci úsek 6 bp bude štiepiť jedenkrát za 4096 párov (46). 
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Pretože štiepenie určitého úseku DNA rôznymi enzýmami prebieha vždy na 
charakteristických miestach, dá sa zostaviť reštrikčná mapa. Pri štiepení DNA určitým 
enzýmom končia všetky vzniklé fragmenty rovnakou sekvenciou. Získané fragmenty je 
možno izolovať elektroforézou na agaróze alebo polyakrylamidovom géle. [13] 
V poslednom čase sa aj v kvasinkách našli enzýmy podobné bakteriálnym reštrikčným 
endonukleázam, ale o ich použiteľnosti vieme zatiaľ len málo. Bakteriálne reštrikčné 
endonukleázy sa rozdeľujú do troch tried. 
 
Trieda I : Enzýmy, ktoré rozoznávajú nemetylovanú sekvenciu nukleotidov a štiepia DNA 
v určitej vzdialenosti od rozpoznanej sekvencie. Sem patria napr. Eco B a Eco K. Štiepenie 
nie je špecifické, a preto sa enzýmy neuplatňujú v bežných metódach rekombinantnej DNA. 
Trieda II : Enzýmy, ktoré rozoznávajú nemetylované rotačné symetrické sekvencie 
štyroch až šiestich nukleotidov. Štiepia DNA v mieste rozpoznanej sekvencie alebo neďaleko 
nej. Patria sem Bal I, Hae III a i. 
Trieda III : Enzýmy, ktoré tiež rozoznávajú určité sekvencie a vytvárajú fragmenty 
podobným spôsobom, ale sa odlišujú od oboch tried niektorými biochemickými vlastnosťami. 
Pre určitú nešpecifickosť a nedostatok informácií o mechanizme štiepenia sa dosiaľ 
neuplatnili v molekulárnej genetike. Ako príklad možno uviesť enzýmy Eco P1,Eco P15 
alebo Hinf III. [29] 
 
2.4.4.2 Detekcia DNA s ethidium bromidom 
 
Ethidium bromid je fluorescenčné farbivo, ktoré detekuje jednoreťazcovú i dvojreťazcovú 
DNA. Afinita jednoreťazcovej DNA je v porovnaní s dvojreťazcovou DNA relatívne nízka. 
Ethidium bromid obsahuje planárnu skupinu, ktorá je vložená medzi bázami DNA. 
Naviazaním tejto skupiny na DNA sa zvýši schopnosť flourescencie. Pri 254 nm je UV svetlo 
absorbované molekulou DNA a pri 302 nm prenesené do farbiva. V prípade absorbancie 
366 nm je UV žiarenie samo absorbované viazaným farbivom. V oboch prípadoch je energia 
znovu vyžiarená pri 590 nm v červeno-oranžovej oblasti viditeľného spektra. 
Ethidium bromid môže byť aplikovaný tiež do gélu a elektroforetického roztoku. 
Elektroforetická pohyblivosť DNA bude však za týchto podmienok znížená približne o 15 %. 
Ethidium bromid je silný mutagén. [30] 
 
2.4.4.3 Detekcia PCR produktu 
Využitie elektromigračných metód je jednou z možností detekcie PCR produktu.  
Elektromigračnými (elektroforetickými) metódami nazývame súbor techník, ktoré využívajú 
k separácii pohyb nabitých častíc v elektrickom poli. 
Ak sú látky nesúce náboj rozpustené v elektrolyte a umiestnené v elektrickom poli, začnú sa 
pohybovať konštantnou rýchlosťou úmernou veľkosti ich nábojov, anióny k anóde a katióny 
ku katóde. Rýchlosť, ktorou sa ión v elektrickom poli pohybuje môže byť vyjadrená 
vzťahom:  
Ev e ⋅= μ  
v – rýchlosť iónu, μe – elektroforetická pohyblivosť, E – intenzita elektrického poľa 
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Častice sú pri priechode okolitým médiom vystavené odporu síl vnútorného trenia. Ich 
mobilita je vtedy výsledkom rovnováhy medzi silou, pôsobiacou na ióny v elektrickom poli 
a silou vnútorného trenia.  
rvF
EqF
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6
/
 
 
FF – sila vnútorného trenia, FE – sila elektrického poľa, q – náboj iónu, η – viskozita 
roztoku, r – polomer iónu, v – rýchlosť iónu 
 
Z vyššie uvedeného vzťahu vyplýva, že  sila vnútorného trenia sa mení s viskozitou 
prostredia. Preto so zmenou teploty dôjde k zmene tejto sily, a teda i ku zmene rýchlosti 
pohybu častice. [18] 
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3 ZÁVER 
Táto bakalárska práca sa zaoberá využitím metód PCR vhodných k identifikácii kvasiniek 
v potravinách iba z teoretického hľadiska. 
Prvá časť je venovaná kvasinkám. Popisu ich morfológie, cytológie, 
rozmnožovania, taxonómie ako i výskyt kvasiniek v jednotlivých potravinách.  
Druhá časť sa zaoberá  štruktúrou molekuly  DNA, priebehom a opisom denaturácie, 
izolácie a replikácie. 
Tretia časť sa zameriava na popis samotnej polymerázovej reťazovej reakcie (PCR) a jej 
princípu. Pre úspešnosť PCR je veľmi dôležitým faktorom izolácia DNA, ktorá musí byť 
získaná v dostatočnom množstve, kvalite a čistote. Po izolácii  DNA slúži ako templát pre 
amplifikáciu špecifického fragmentu analyzovanej zložky metódou PCR. 
V poslednej časti sú rozobrané jednotlivé modifikácie PCR. PCR typizačné metódy sa 
úspešne využívajú v potravinovom priemysle a sú vhodné pre rýchlu identifikáciu 
kvasinkových kmeňov v potravinách. Identifikácia mikroorganizmov reakciou PCR je viac 
citlivá a špecifická ako použitie tradičných techník založených na morfologických 
a fyziologických vlastnostiach.  
PCR identifikácia je omnoho spoľahlivejšia, vyžaduje menej času a je viac efektívna  ako 
iné metódy. Detekčný systém založený na metodológii PCR sa vyvinul k posudzovaniu 
mikrobiologickej kvality. Je vysoko citlivý a dovoľuje detekciu špecifických kvasiniek už pri 
nízkej úrovni kontaminácie. PCR typizácia umožňuje rozlíšenie druhov a je užitočná 
k zisteniu pôvodu kontaminácií. Je založená na výsledku vysokej rozlišovacej schopnosti 
typizačných metód, ktoré sú väčšinou aplikovateľné pri kvasinkách a iných 
mikroorganizmoch zapríčiňujúcich kazenie potravín.  
RAPD metóda sa v praxi používa pre identifikačné postupy a taxonomické štúdie. Je málo 
časovo náročná. Ukázala sa byť vhodná na identifikáciu kvasinkových druhov. Používa sa 
k rozlíšeniu medzi niektorými typickými kontaminujúcimi kvasinkami ako Candida 
lipolytica, C.valida, S.cerevisiae, Z.bailii a Z. rouxii, ako i k identifikácii S. cerevisiae 
kmeňov. RAPD analýza sa ukázala byť vhodnejšou metódou  k rozlíšeniu medzi kmeňmi 
oproti RFLP metóde. Výsledky sú získané rýchlo, RAPD analýza  môže byť hotová za jeden 
deň, zatiaľ čo RFLP analýza vyžaduje minimálne tri dni k dokončeniu. 
Technika AFLP dovoľuje lepšie medzikmeňové rozlíšenie ako napr. medzi izolátmi Z. 
bailii ako PCR fingeprinting s (GTG)5 . Táto technika umožňuje takisto rozlíšenie vysoko 
príbuzných bakteriálnych kmeňov. Dobrá reprodukovateľnosť AFLP techniky je výhodou 
oproti technikám RAPD a PCR-fingerprintingu. 
PCR-fingerprinting umožňuje rozlíšenie medzi blízko príbuznými druhmi napríklad 
Zygosaccharomyces bailii, Z. bisporus a Z. lentus. PCR-fingerprinting poskytuje informácie 
o poddruhovom rozlíšení, a preto je táto metóda vhodná pre sledovanie  kontaminovaných 
ciest v produkčnom reťazci. 
PCR-RFLP umožňuje identifikáciu populácie rôznych kmeňov kvasiniek. Výber 
reštrikčných enzýmov určuje stupeň rozlíšenia PCR-RFLP typizačného prístupu. 
Napriek tomu, že sa nedá jednoznačne  určiť, ktorá typizačná metóda je vhodná 
k identifikácii konkrétneho druhu kvasinky, dá sa však obecne konštatovať, že metódy PCR 
sú vhodné k tomuto výskumu. 
Molekulárne techniky sa rýchlo vyvíjajú a sú využívané v potravinovom priemysle ku 
kontrole kvality a bezpečnosti potravín. 
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5  ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
 
A adenín 
ADP adenozíndifosfát 
AFLP polymorfizmus dĺžky ampifikovaných fragmentov 
AMP adenozínmonofosfát 
ATP adenozíntrifosfát   
C cytosín 
Ca2+ koncentrácia Ca 2+ iónov 
cDNA komplementárna DNA 
DNA 2-deoxyribonukleová kyselina 
H3PO4  trihydrogenfosforečná kyselina 
K+  koncentrácia K+  iónov 
rDNA ribosomálna 2-deoxyribonukleová kyselina 
G guanín 
Mg 2+ koncentrácia Mg 2+ iónov 
mRNA mediátorová ribonukleová kyselina 
Na+ koncentrácia Na+  iónov 
PCR polymerázová reťazová reakcia 
pH záporný logaritmus H3O+ 
RAPD náhodná amplifikácia polymorfnej DNA 
RFLP polymorfismus dĺžky reštrikčných fragmentov 
RNA ribonukleová kyselina 
RT-PCR Real-time PCR 
SAV Slovenská akadémia vied 
tRNA transferová ribonukleová kyselina 
T thymín 
Taq termostabilná DNA polymeráza 
Tm teplota topenia primerov 
 
